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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

(fj) Knochenersatzmaterial und Verfahran zu dessen Herstellung 

Ein vollstandig resorbierbares, die Knochenneubildung 
forderndes Knochenersatzmaterial besteht aus einer ver- 
dichteten Matrix aus vernetztem Plasmaprotein, in der Calci- 
umphosphat-Partikelhomogenverteiltsind.und bildeteinen 
festen, mechanisch bearbeitbaren Formkorper mit einer 
Dichte von wenigstens 0,6 g/cm 3 . 2ur Herstellung warden 
Plasmaprotein, Calciumphosphat-Partikel und gegebenen- 
falls wahlweise vorgesehene Zusatze in einem waBrigen 
Losungsmittel borhogen verteilt. Die resultierende Suspen- 
sion wird mit einem Vernetzungsmittel versetzt und darauf- 
hin eine Vernetzungsreaktion durchgefuhrt. Die nach der 
Vernetzung erhaltene gallertartige Masse wird verdichtet, 
namlich uriter mechanischer DruckausQbung wird aus der 
Masse Losungsmittel herausgeprelit und deren Volumen 
— verkleinert. Das verdichtete Material wird tiefgefroren, ge- 
if friergetrocknet, bei Bedarf mechanisch bearbeitet, sterili- 
siert und alsbald implantiert oder gelagert. 
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Knocheneraatzmaterial und Verfahxen zu dessen Herstellung 



Patentanspruche: 



1. Knochenersatzmaterial, 

im wesentlichen bestehend aus einer Matrix aus vernetztem 
Flasmaprotein,in der Calciumphosphat-Partikel homogen ver- 
teiltsind, 

dadurch gekennzeichnet , dafl 

.das Material einen festen, mechanisch bearbeitbaren Form- 
. korper iait einer Dichte von wenigstens 0,6 g/cm bildet. 



2. Knochenersgtzma.terial-nach. Arispruch 1, 
- - dadurch gekennzeichnet , dafi 

das Material eine Dichte von wenigstens 0,8 g/cm aufweist. 
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3 . Knochenersatsmator ial nach Anspruch 1 ode, 2. 

Sai^l^^I^iS^' aaS . ,„„ ia : Bt ens 40 aufweist.. 



4 Knoc„e„e,sat Zn a t erlal nach eine* der AnsprSche ! bl. 3, 

r el r l9Stens 20 ' 

(rflr , 1f ,,. pns 25 N/mm aufweist. 
vorzugsweise von wenigstens &o w 



• n r^r-h Pinem der Anspruche 1 bis 4, 
5. Knochenersatzmaterial nach einem a 



dadurch qefcpnnzeichnetr 



dafl 



ca^ESSl"^*^^' , . fl , bis i,2 GeW. -Telle 
auf ein Gew.-Teil Plasmaprotexn 0,2 bis 
Calciumphosphat-Partikei: vorhanden smd. 

6 , K.ochenersatzmat.rial nach einem. der Anspruche 1 bis 5, 

^^^^ Fibrone*tin, Albumin and/ 

als Plasmaprotem Fibrinogen, _ 

oder Globulin dienen. 



• i r^r-h einem der Anspruche 1. bis 6,. 

7. Knochenersatzmaterial nach einem 

r^ndnr^ ^fcftnnzeichnet, daG 

als Plasmaprotein Fibrinogen dient. 

8. Knochenersatzmaterial nach einem der Anspruch, 1 bis 7, 

d e f nen oder .ehrere Fibrinolyses 
das Material zusatzlich emen oae 

Inhibitor (en) enthalt. 

- x 

BAD QRlGlNAS*. 
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" . 9 . Knoqhenersatzmaterial nach eihem der Anspruche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet , dafi 

das Material zusatzlich einen oder mehrere Wachstumsf aktor (en) 
enthalt. 

10. Knochenersatzmateriai nach einem der Anspr.iiche 1 bis .9, 
dadurch gekennzeichnet , dafi 

das Material zusatzlich ein oder mehrere Glykosaminglykan (e) 
enthalt. 

11.. Verfahren zur- Herstellung eines Knochenersatzmaterials, 

wobei Plasmaprotein, Calciumphosphat-Partikel und gegebenen- 
falls wahlweise vorgesehene Zusatze in einem wassrigen oder 
iiberwiegend wassrigen Losungsmittel homogen verteilt werdenv 
die resultierende Suspension mit einem Vemetzungsmittel ver- 
setzt, und eine Vernetzungsreaktion durchgefuhrt wird, und 
das schliefilich erhaltene Material tief gef roren , gefrierge- 
trocknet, bei Bedarf mechanisch bearbeitet, sterilisiert und 
alsbald impiantiert oder gelagert wird, 
dadurch ge kennzeichn e t , dafi 

die nach der Vernetzung erhaltene gallertar tige Masse ver- 
. dichtet wird. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, 
dadurch gekennzeichnet , dafi 
• auf die nach. der Vernetzung erhaltene gallertar tige Masse 
mechanischer Driiok ausgeiibt wird, urn Losungsmittel heraus- 
Zupressen und das Volumen der Masse zu verkleinern. 

. 13. Verfahren nach Anspruch 11 oder 12, 
■dadurch gekennzeichnet, dafl ' ■ 
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auf die nach der Vernetzung erhaltene gallertartige Masse 
mechanischer Druck ausgeubt wird, um Losungsmittel herauszu- 
pressen, and das Volumen auf wenigstens die.Halfte des Massen- 
volumens nach der Vernetzung zu verringern. ■ _^ • 



14 Verfahren nach einem der Anspruche 11 bis 13 > 

wobei 15 bis 30 Gev.-Teile Paraprotein in 100 Gew.-Texlen . 
Losungsmittel verteilt worden sind, 
rladurch qekenn zeicjjnet , dafl 

T^ITn^er Vernetzung erhaltene gallertartige Masse 
. solange mechanischer Druck ausgeubt wird, bis das Volumen 
der vernetzten Masse - unter Flussigkeitsaustr itt - auf etwa 
1/2 bis 1/5 des Ausgangsvolumens ver ringer t; worden ist. 



15. Verfahren nach einem der Anspruche 11 bis 14, 
riaflnrnh g ekennzeichnet , daB 

^TdTe nach der Vernetzung erhaltene, gallertartige Masse 
solange mechanischer Druck ausgeubt wird, bis aus der ver- 
netzten Masse - unter ublichen Bedingungen - keine wextere 
Fliissigkeit herausgeprefit werden kann. 



16. Verfahren nach einem der Anspruche 12 bis 15/ 
dad'urc h gekennzeichnet , daB 

auf die nach der Vernetzung erhaltene gallertartige Masse, 
eln mechanischer Druck von etwa 10 bis 30 bar. ausgeubt 



17. verfahren nach einem der Anspruche 11 bis 16, 
dadurch gekennzeichnet f dad 

die mechanische Druckausubung mittels eines beweg lichen 
Stempels aus feinpdrigem Material erfolgt. 
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18. Verf ahren nach. einem der Anspruche 11 bis 17, . 
' dadurch gekennzeichnet , dafi 

als Vernetzungsmittel. Diazomethan verwendet wird. 

19. Verf ahreh.-. nach einem der Anspruche 11 bis 18 r 
dadurch gekennzeichnet , dafl 

die nach der yernetzungsreaktion erhaltene galler tartige 
Masse gegen eine Wachstumsf ak t.or-L6sung dialysiert and da- 
raufhin die Verdichtung vdrgenommen wird. 
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Knoch«er..t,«.t.ri«l und Verfahren zu dessen Herstellung ■ 



Beschreibungi 



Die Etfindung betrifft ein KnochenersatZTnaterial. Weitexhrn 
betrifft die Erfindung ein Verfahren.zur Herstellung^rnes 
Knochenersatz.aterials. Insbespndere-. betrifft die Erfrndung 
ein Knochenersatz W aterial,.da S .in, wesentlichen aus einer 
Matrix aus vernetztem Paraprotein bestebt, in richer 
Matrix Calciurcphosphat-PartUel homogen verteilt srnd. W«- 
terhin kann das Knochenersatzmateriai verschiedene Zusatze, 
„ie etwa Fibrinolyse-Inhibltoren, Hachstu.nsfakt.oren, Antr- 
biotika, homologes Knochenmaterial und dgl. enthalten. 

Ein Material dieser Art 1st aus der Europe ischen Patentpub- 
likation 00 68 149 A 1 bekannt. Das bekannte Materral kann 
els Fullmaterial fur pathologist Knochenhohlraume dienen, 
bildet ein durch Gef riertrocknung erhaltenes Trockenpraparat 
.it Schaum- bzw. viiesstruktur , und besteht neben zumxndest- 



katalytisch w irks amen Mengen Thrombin. im wesehtlichen aus ■ . 
etwa 30 bis 45 Gew.-% Fibrin, etwa 4 bis 15 Gew.-% Fibrinogen 
sowle. aus natiirlichem, feinteiligem Knochenmater ial und/oder 
synthetischem, knochenbildendem Ersatzstoff und wenigstens 
einem antibakteriellen Wirkstoff. Als. synthetischer , knochen- 
bildender Ersatzstoff kommeh anorganische Salze des Kaliums, 
Magnesiums. und Calciums; insbesondere Tr icalciumphosphat in 
Betracht. Zusatzlich kann das Vlies die Ka-llusbildung anre- 
gende Wirkstof fe wie etwa Thrombozy ten-Wachstumsf aktoren oder 
Hormone enthaiten. 

Das bekannte Trockenpraparat istdurch Gef r iertrocknung 
einer verdiirtnten, wassrigen Losung bzw. Suspension erhalten. 
worden, welche typischerweise 1 g Plasmaprotein in etwa 
10 ml Wasser enthalt. Wie fur Lyophilisate typisch, weist 
es eine auBerordentiich. leichte, lockere, mit einer Vielzahl 
von Hohlraumen durchsetzte Schaum- oder Vliesstruk tur auf , 
deren Dichte noch deutlich unter 0*2 g/em 3 liegt. Im Kontakt 
"mit Korperflussigkeit kollabiert ein solches Vlies und bildet 
eine weiche, breiige Masse ohne Eigensteif igkeit. 

.Das naturliche Knochengewebe stellt ein auBerordentiich dif- 
ferenziertes Gewebe ' dar , bildet die festen, biegungselastischc 
Teile des Skeletts und dient als. Ursprungs- und Ansatzort 
fur die Skelettmuskeln. 

In der wissenschaf tlichen Literatur werden beispielsweise 
folgende mechaniscbe Festigkeitswerte angegeben: 

Unter suchungen von Dempster, und Colemann,. I960 

Bieqef estiqkeit 

Human. Schienbein, trocken, parallel* 258,3 + 28,0 N/mm 
■ Human. Schienbe in, feucht, parallel* 191,4 + 11,9 N/mm 
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Human. Schienbein, trocken, 'quer* 
Human. Schienbein, feucbt, quer* 



Biegef estigkeit 
43.3 + 13,1 N/mm' 

- — ir 

.32,6 + 6/6 N/mm' 



Human, Unterkie£erkn.ochen , 

trocken, parallel* ,M,a + 47,^ 

Human. Unterkieferknochen, 

trocken, quer* 



2 - 



?0.,1 ± 23,9. N/mm 2 



* parallel bzw. quer zur Vorzugsrichtung des Haver system. 
Untersuchungen von McElhaney et al, 1970 _ 



Human. 
Human . 



Schadelknochen, radial 
Schadelknochen, tangential 



Bruch-Drnckf estigkeit 

75,2 + 35,9 N/mm 2 . 
98,4 +' 36, £ N/mm 



Druck-Elastizitats-Modul 

2 



2461 + 1476. N/mm' 
5694 + 3 0 9 3 . N/mm' 



Human. Schadelknochen, radial 
Human. Schadelknochen, tangential 

Duro h pathologist Pro.es... wie etwa TumorenfraB • *rooisch 6 
Osteo.nyelltls, Tuber.ulose, Knoohenn^rose . Zystenbxldung una 
dgl. kann Knochenmaterial aerstort oder dutch, onf allbedrngte 
Faktoren.und dgl. zertriMnert werden. Insbesondere, we™ es 
sich um elnen mechanlsch belasteten Knochen handelt, ^Steht 
der Wunsch nach Ausfullung des entstanaenen Knochenhphlraumes 
/nd/oder Ersat, der serstorten Knochenparti* . durch ein Knochen- 
ersatsmaterial. das ausreichende mechanisohe Elgenschaf ten auf- 
" oil, u* die typlsche Belastbarkeit in Graven » g^hrlexsten 
Z die Knochenneublldung ,o fordern, Hlerbel soli das Knochen- 
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ersatzmaterial vollstandig resorbierbar ' sein , und im AusmaB " 
aer Knochenneubildung abgebaut und in naturliches Knochen- 
gewebe umgewandelt- werden. Ferner soli ein solches Knochen- 
ersatzmaterial mechanisch bearbeitbar seih, damit es genau 
an die Kontur eines vorgegebenen pathologischen Knochenhohl- 
raumes oder Defektes angepaBt werden kann. Schliefllich soil 
das. Kndchenersatzmaterial aufgrund seiner Zusammensetzung die 
GefaBneubildung, die Einsprossung von Gewebezellen und die 
Kallusbildung fordern. 

Ausgehend von einem Knochenersatzmater ial der oben bezeichneter 
Art besteht die Aufgabe der vorliegenden Erfindung darin, untei 
Beibehaltung der vorteilhaf ten Elgenschaf ten wie vollstandige 
Resorbierbarkeit , Forderung der Knochenneubildung und ange- 
paBte, allmahliche, Umwandlung in naturliches Knochengewebe 
die mechanischen Eigenschaf ten , insbesondere Dichte, Harte 
und Biegebruchfestigkeit ganz wesentlich z.u steigern, und eine 
gute mechanisjcbe Bearbeitbarkeit zu gewahrle'isten. 

Insbesondere besteht ein Ziel der vorliegenden Erfindung darin 
ein solches Knochener satzmaterial bereitzustellen , das aufgrun< 
seiner Harte, Stelfigkeit und Biegebruchfestigkeit einen mecha- 
nisch belasteten Knochen ersetzen kann. 

Einweiteres Ziel der vorliegenden Erfindung besteht darin, 
einen im wes.entlichen.aus Plasmaprotein und Calciumphosphat- 
Partikeln bestehenden Formkorper bereitzustellen, der mecha- 
nisch bearbeitbar . ist, beispielsweise geschnitten,. gesMgt, ge- 
frast, gebohrt und/oder gefeilt werden kann, urn mit dem bear- 
beiteten Formkorper einen Hohlraum oder Defekt in einem mecha- 
nisch belasteten Knochen auszufullen, der die Kndchenneubildun 
fordert und sich allmahlich in naturliches Knochengewebe um- 
wandelt » ... 
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Ein weiteres Ziel der vorliegenden Erfindung besteht darin,. 
ein im gewerblichen Maflstab durchf uhrbares Veirfahren zur Her- 
stellung eines solchen Knochenersatzmater ials, anzugeben . Durch 



anfa-ch-e-Vari-at-i-on-der -verfahrensn.aflnatoue i L.soll-.eo. moglich- Bern, 
wesentliche Eigenschaf ten des Knochenersatzmater ials , wie GroBe, 
Verweilzeit, mechanische Belastbarke.it und.. dgl". " in .-weitem Um- 
fang an die hauptsachlich vorkommenden Bedarf sprof-ile anzupassen 

Noch ein weiteres Ziel der vorliegenden Erfindung besteht 
darin, ein Verfahren zur Herstellung eines solchen Knochen- 
ersatzmater ials anzugeben, das durch Var iation. der Verfah- 
rensmaBnahmen die Herstellung bestimmter, an einen jeweilxgen 
Patienten und dessen Knochendef ekt individuell angepaBter Kno- 
chenersatzstucke erlaubt, die gezielt im Hinblick auf einen 
bestimmten Kr ankheitsf all herstellbar und kurz .nach der Her- 
stellung implant ierbar sind. 

weitere Aufgaben, Ziele, Vorteile und Besonderhei ten der vor- 
liegenden Erfindung ergeben sich aus der nachstehenden Be- 
schreibung. "' . 

Ausgehend von einem Knochenersatzmater ial der oben bezeichneten 
Art besteht die erf indungsgemafle Losung dieser Aufgabe und 
Ziele darin, die im wesentlichen aus vernetztem Plasmaprotem 
und Calciumphosphat-Partikeln bestehende Matrix ganz erheblxch 
zu verdichten, um einen festen, mechanisch bearbeitbaren Form- 
korper bereitzustellen. Nach der Verdichtung und " abschlieflenden 
Gefriertrocknung soil" die Dichte des fertigen Knochenersatzmate 
rials wenigstens 0,6 g/cm 3 betragen. Vorzugsweise soli dxe 3 
Dichte des fertigen Knochenersatzmater ials wenigstens 0,8 g/cm 
und besonders bevorzugt wenigstens 1 ,0 g/cm. betragen. 

Zur Herstellung dieses Knochenersatzmaterials werden die Aus- 
gangskomponenten, namlich Plasmaprotein und Calciumphosphat- . 
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Partikel sowie wahlwe.ise Zusatze wie Fibr.inolyse-Inhibitor (en) , 
Wirkstof f (e) , Wachstumsf ak tor (en) , natiir liches / homoigenes Knochei 
material und dgl.. in einem iiberwiegend wassrigen Losungsmi ttel ' 
gelost bzw. suspendiert . Nach Zusatz. eines Vernetzungsmi ttels 
wird ein e V ernetzungsreaktion durchgef iihrt . Die nach der Ver- 
netzung erhaltener gallertartige Masse wird verdichtet, d.h.,. 
unter Volumenverkleinerung wird aus dieser gallertartigen Masse 
Losungsmi ttel entfernt; insbesondere wird durch Anwendung mecba- 
nischen Druckes aus dieser Masse Wasser herausgepreBt . Nachdem 
ausreichend verdichtet worden-ist, beispielsweise das Volumen 
der aus einem konzentrierten Ansatz (ca. 5 g Plasmaprotein 
innerhalb ca. 20 ml Wasser) nach Verne-tzung erhaltenen gallert- 
artigen Masse auf wenigstens die Halfte ve.rringe.rt oder noch 
besser auf wenigstens 1/3 verkleinert word en ist, wird das 
schliefilich erhaltene Material tief gef roren , gef r iergetrocknet , 
bei Bedarf mechariisch bearbeitet, sterilisiert und alsbald im- 
plantiert oder gelagert. 

Aufgrund der erf indungsgemaB vorgesehenen Verdichturtg weist 

das fertige Knochenersatzmaterial iiber raschende Eigenschaf ten 

auf. Das Knochenersatzmaterial bildet eirien festen, mechanisch 

bearbeitbaren Formkorpe.r mit homogener Struktur und isotropen 

Eigenschaf ten'. Die Abmessungen s.ind nicht beschrankt; vielmehr 

lassert sich ohne weiteres Formkorperstucke mit einer Lang.e von 

■••"■.*• 3 
5 bis 10 cm und mehr,. sowie mit einem Volumen von 100 cm und 

mehr herstellen. Seine Shore-D-Har te betragt wenigstens 40. 

die Biegebruchf estigkeit dieses Knochenersatzmaterials betragt 

2 

vorzugsweise wenigstens 20 N/mm und besonders bevorzugt wenig- 
stens" 25 N/mm 2 .. Damit liegt die Biegebruchf estigkeit. des erfin- 
dungsgemaBen Knochener satzmater ials groBenordnungsmaBig in einer 
Bereieh wie er von Dempster und Colemann fur Unterkief erknochen 
quer zur Vorzugsrichtung' des Havers-Systems angegeben ist. Die 

Druckf estigkeit des erf indungsgemaBen Knochenersatzmaterials be- 

2 

tragt vorzugsweise wenigs.tens 10. N/mm . 

Trotz dieser hervorragenden mechanischen Eigenschaf ten stell't 
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,i-;iri irhpn GewebezelLen , 

"Tallla 1 c 'u X l-*Ur in natttVUches Knochengewefce ; 
sl ch allmahlich un nz ^sentlicher, gnterschi.au - _l 

_u m wandelt...U.e.rm r_^:^^--, 

z uanderen bekannten, P " e beispielsweise. aus un- • - 

ecsatt- und Protheaematerialien, die p verar be'iteten 

„ rfM ,r bruck-Einwirkung miteinander veto 

t .r War.e- und/odar D , . ■ ^ copolym eren 

Hansen aus Ko slykolit-Einheiten' bestehen konnen (vgl. 

aUS "T 8 Jit lr a u unter un-physiologischen.Bedingur.gen 
^mil und"Uels Eormaldehyd ^n.^^i.— " 
konnen (vgl. US-PS 3 523 807). ■ ■ 

Na ch dan bisher bekanntgewordenen Vorschlegen war as nicht 
Naoh dan o telnen einen homoganan, festen, 

m oglich gawasen, aus Plasmap isch belie biger fib- 

„„,.h=ni B ch belastbaren Formkorper praktiscn oa j 
^ \! Sinna einar EiweiBplastik herzustellen , ohna 

rae ssungen u. S«n erne plasmap roteins waitgahand odar . 

di e biologische Aktrvltat das Erfi ndung 
vollig zu zerstoren. Hier schafft ; dle ein erseits 

Prothase- und Knochenersatzmatenalien, die e 

neuattige Protnese un . . ^.j sind, und 

,„t hart, machanisch baarbaitbar und belastbar «™' 

feat, hart, u i.-k'sktiv sind, nSmlich sich ange- . 

andererseits t«<«d->.U,^««» ' ' Knochen . 

paB t an die Knochenneublldung allmahl ch n. 

gewebe umwandeln and schlia lich vol 1* esor 

Die erf indungsgemaB vorgesehene Verne.tzung un 

Die errina g g sohon enden Bedingungen vorge- . 

wi rd in -"" 9 '» e M ^ t a o n^ biologize. Akbivitat dea Fre- 
nchmen, so dali die Struktur un en sich auf 

tains waitgehend erhaltan blalbt. ^"W^^. Formk 6rpar 
diesem Wag aus EiweiH fasta. machanisch- bearbeito 

herstellen. . , 

Nachstehend wird- die. Erf indung mehr i™ ainzalnen e.lautert. . 
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Wie dargelegt", besteht das er f indungsgemaBe Knochenersatz- 
material hauptsachlich aus einer Matrix aus vernetztem Plasma- 
protein, in der Calciumphosphat-Par tike! homogen verteilt sind.. 
Als Plasmaproteine kommen vorzugsweise Fibrinogen, Fibronektin, 
Albuinln'und/oder" "Globulrn - ih'~Bet.racht'.""Besonders bevorzug t-wird- 
als Plasmaprotein Fibrinogen eingeset* t. Auch Gemische aus meh- 
-rereri Plasmaproteinen sind rndglich, beispielsweise Gemische 
aus Fibrinogen und Albumin. Vorzugsweise werden Plasmaproteine 

humanen Ursprungs eingesetzt , urn Antigen-Reak tionen und dgl. 

auszuschlieflen. 

Ein gut geeignetes Fibr inogen-Praparat kann beispielsweise 
hach folgender Vorschrift erhalten werden. 

100 Vol.-Teile Humanplasma werden mit 10 Vol.-Teilen konz. 
Calciumphosphat-Losung (Ca 3 (P0 4 ) 2 > versetzt. Das Gemisch wird 
ab2entrif ugiert , und das dabei erhaltene. Sediment yerworfen. 
Der tiber stand wird auf 15°C abgekuhlt und in einem Ariteil von 
1/6 seines Volumens mit gesattig.ter Ammoniumsulf at-Losung 
(Wa 2 S0 4 ) versetzt. Der resultier ende Uberstand. wird verworfen, 
und das gebildete Sediment in .0,1.5 M NaCl'-Losung gelost. Die 
erhaltene Losung wird nochmals mit Ammoniumsulf at gefallt.Das 
darau.fhin erhaltene Sediment wird in Wasser gelost und Iyophilisie 

Dariiberhinaus stellen die erf indungsgemaB vorgesehe.nen Plasma- 
proteine humanen Ursprungs handelsubliche Praparate dar, die 
.im Feinchemik'aiienh'andel . beziehbar sind , beispielsweise von 
der. Firma Behring-Werke , Marburg. 

W.eiterhin' enthalt das erf indungsgemaBe Knochenersatzmaterial . 
Calciumphosphat-Par tike'l.-Diese tragen zur Festigkeit des Kno- 
chenersatzmaterials bei uhd fordern das Knochenwachstum. Die 
Calciumphosphat-Partikel konnen aus beliebigem,. im physiolo- 
gischen Milieu unloslichem Calciumphosphat bestehen, welches 
das natiirliche Knochenwachstum unterstiitzt. Beispielsweise kann 
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fl . zu diesem Zweck bekannte Tricalciumphosphat-: (^3 (P0 < ! 2> 
das zu diesem Zwe be vorzugt wird Hyd roxyapatit. . ,- 

eingesetzt werden. Besond r aessen unstrukt^ierung 

(3Ca(P0 4 ) 2 -Ca(0H, 2 ) e ln9 esetzt, «e,l ecia . £t _ • ; 

Rahmen der vorliegenden C r tl ndun9_ _ irchen , unter d,r 

a., von dec Fir- Si,». ^alc Lpho phath y dco xl d, . 

Hande 1Sr e r; ng = J^^^^^ v, 

vertneben wird,. besonde so llen -f einteilig - sein ; .. 

gesetzt. Die Calcium? p ilchengr6B e kleiner 200 pm, - . 

und vorzugsweise erne mittlere Teilcneng calcium- 

verteilt. 

* J -mo an Plasmaproteiti und Galciumphosphat- 

Til eeinrlu s end e lechanischen Bigenscnar ten dea Per, 
Partikel beeinflussen q _ Te il Plasmaprotein 

j i* ■«» vnr7uasweise sind auf 1 Gew ien 
tigproduktes. Vorzugswei fcikel VO rgesehen. • Bei 

n o 1 2 Gew. -Telle Calciumphosphat PartiKex . y 

0,2 bxs 1,2 Gew calciumphosphat-Partikel ist die 

weniger als 0, Gew roduktes ung ,nugend. Auch . • 

erzielbare Festigkeit des Fertigp cnhat _ Partik eln nimmt 

no i ? Gew -Teilen Calciumphosphat-PartiKexn i . 
bei mehr als 1,2 Gew. Teii br 6cke- 

Z t» g^ — 3M e — , ,in , r , 
w h ist die BiegebrucMestigkeit einas solchen Materials 
jedoch ist die Biegeo h=i*»taten Knochens zu geriog. 

Fraatz eines mechanisch belasteten = 
£ur den Ersatz e ^ etwa 0,4 bis 0,8 Gew ..-Teilen. ' 

vorzugsweise wird ein-Anteil v plasinap rptein vorge- 

Calciumphosphat-Partikel auf 1 Gew. Tell _ P ■ 

t ,,„.L r , ^ c-cia werden mit emem x - 1 - 

sehen. Besonders gate Ergebnisse wer Gew .-Teil 

, , . , r .» -Teilen Calciumphosphat-Partikel au-r j. 
etwa 0,5 Gew. Tell ^ nach Ver _ 

PlaSmaP£0t r: u e s e cnender Verdichtung besondeCs. gut, Mecnaniacne 

netMn9 ° nd ein e Biegebruchfestigkeit von 30, »/~ 2 

2rr«i.Ti-^.y." .onca^W, - wird 
flo ^ P v, besonders bevorzugt eingesetzt. 
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Urn. sine hpmogerie - . Verteilung zu erreichen, werden Plasmaprotein 
und Calciumphosphat-Partikel in eincm Ld.su.ng sin i ttel miteinan- 
der vermischt. Vorzugsweise wird in einem" wass rig en oder uber- 
wieg'end wassr igen. Losungsmittel gearbeitet. Bei die sent Losungs- 
mittel kann es- sich urn. Wasser, - ftiJinah-'Serum'"b"def - um^ 
rige Salzlosung handeln. Der pHrWert und der Salzgehalt der 
Salzlosung. sollen weitgehend an die physiologischen Bedingun- 
gen" angepaBt. sein; beispielsweise kann physiologische Kochsalz- 
16 sung" oder Ringer-Losung eingesetzt werden. In manchen Fallen 
kann es zweckmaflig ..sein, eine uberwiegend wassrige Losung zu 
verwenden, die.'neben Wasser auch wasser losliche , organische 
Losungsmittel enthalt, beispielsweise, um die Loslic.hk.eit fur 
bestimmte Arzneimittel-Wirkstof f e zu erhohen. Zu geeigneten 
organischen. Losungsmitteln gehoren einwertige Alkohole wie ' 
etwa Athanol oder- Isopropanol, mehrwertige Alkohole wie Glyzerin 
oder Polyglykole, cyclische Ather wie Dioxan unddgl.. Der- 
maximale Anteil an organischem Losungsmittel darf die spater 
vofgesehene Lyophilisierung nicht beeintrachtigen; zumeist 
soli der Anteil an organischem Losungsmittel 10 Vol,-% der 
gesamten Losungsmittelmenge nicht uberstelgen. 

Vorzugsweise wird bei Zimmertemperatur oder lediglich maflig 
erhphten T'emperaturen bis zu. etwa 3 5°C gearbeitet, um jegliche 
Denatur i.erung "des Plasmaproteins zu vermeiden. In einigen 
Fallen' kann jedoch. auch eine gezielte Denat'urierung des Plasma- 
proteins . zwecvkmafiig sein, beispielsweise , wenn eine besonders 
hohe Verweilz.eit des Knochenersatzmater ials im Organismus an- 
gestrebt. wird; dies kann beispielsweise bei einem. Implantat f iir 
einen -alterien . Patie'nten mit verlangsamtem Knochenwachstum 
zweckmafoig se.ih. In einem solchen Falle kann beispielsweise 
Fibrinogen oder- eines der anderen Plasmaproteihe in wiissriger 
Losung auf. Temperaturen von 70 bis 80°C erhitzt werden. Nach 
eine'r solchen Warmebehandlung fallt. das teilweise denaturierte 
Protein als Feststoff- an, der nach Trocknung pulver isier f und 
in dieser Form eingesetzt werden kann. 



Die Dosungsmittelmenge b». die Proteinkonzentration inn.rhal'b , 
aes flussigen Ansatzes hangen von verschieaenen Faktoren ab . 
in erster Linia muB nach dar vernetzungsraaktron ama gallant 
„tl«. Mass^jlt aus.aichandar Eiganatalf igkelt and 
h alt erhalten weroen, da.lt .an aus dieser 

mittel mechanisoh herauspressen *«.», ohne gle^hzert^ Ubar- . 

maBig vial Protein zu verlieren. Bar t i^^.t« . 

vegan wanigstans 2 g Protain. in 100 ml. Lozunqsmrttel enth^lten. 

Eina hohere Proteinkonzentration wira bevorzugt, wail das^o- 
sungsmittel 1. nachf olgenaen vardich^okritt waitaatgahand . 
aus aar vernetzten Plasmaprote in-Matt ix aerausgapreBf warden 
muB. Anaererseits kann aina zu hohe Proteinkonzentratron das 
Ergebnis aar vernetzungareaktion baaintraohtrgan. *^™ bt 
«i'a ain homogenes, m 6 glicnst vollstandig varn.tztes ,ro£*t 
.it drei-almensional vernetzten Polymerstrangen. Bar zu hoher 
Protainkonzantration kann ain weniger erwunschtes "xl*-- 
formiges Material anf alien, aaaooh aina TO ch sehr gate Ergeb- 
nisse mit einer Konzentration von 30. g Plasmaprotem zn 100 ml 
Wasser erhalten worden. 

Da vorzugawaiae Plasmaproteine aus Humanseru*. eingesetzt warden, 
kann ea in, Einzelfall zveckmaBig Win, die wassrige. Plasma- 
prot.inI6.ung vor der weiterverarbaitung zu sterilzszaren, bez- 
spialswaise um gezielt Viren," wie etwa Hapatit, S -Vrran .zu zn- 
aktivieren. Hierzu kann eine Behanaiuhg mit B-Kopxol^n. 
gefolgt von ainer uv-Bestrahlung , vorgesehen. veraan. Alternate 
Tann lit energiereicner f- oaer R8 ntganstrahlung starrlrarert 

werden. 

Die vernetzung das Plasmaproteine kann mit ublichan Varnatzungs- 
mitteln erfolgan. zu gaeigneten vemetzungsmitteln gehoran zwei- 
wertige, mit aan vorhandenen Aminogruppan Peptra-Bmdungen 
erqebenae Substanzen wie etwa Glutaraldehyd, Phenol- 2,4- 
aisulfonylchloria, Mipinsaura und dareh Darivata «. etwa 
Dimethvladipinnidat und. dgl". . Wichtig. bei. der Auswahl aes 
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'-. Verne.tzungsmittels ist, dafi eine vollstandige Verne tzung er- 
zielt und ein unlosliches Produkt erzeugt wird. Vorzugs- 
weisen dienen als Vernetzungsmittel Diazomethan (CHg^) oder 
Thionylchlorid (S0C1 2 ) , wobei Diazoinethan besonders bevorzugt 
wird:. Diazomethan ist unter den gewahlten Bedingungen (wass- 

. r.i ges System, Raumtemperatur ) recht aktiv, erzeugt ausschliefi- 
lich physiologisch unbedenkliche Methylenbrticken, ohne das 
Protein, zu denaturieren, und der bei der Reaktion anf allende 
Sticks toff kann leicht aus dem System entfernt werden. Thionyl- 
chlorid erweist sich ebenfalls als mildes, aber wirkungsvolles 
Vernetzungsmittel, das physiologisch unbedenkliche Brvicken 
erzeugt. Vbrzugsweise wird mit einem UberschuB an Vernetzungs- 
mittel' gearbeitet , urn eine vollstandige dreidirnensionale Ver- 
netzung des Plasmaproteins zu erreichen. Ein nach Abschlufi 
der. Reaktion verbleibender Anteil an Vernetzungsmittel kann 
durch Dialyse entfernt werden. 

Vorzugsweise wird die Vernetzungsreak tion in einem quaderfor- 
migen bder wiirf elformigen Behalter durchgef uhr t , urn die spatere 
Verdichtung des Vernetzungsproduktes zu erleichtern. Nachdem 
das ..Vernetzungsmittel zugesetzt und gleichmafiig im Ansatz ver- 
teilt wor'den ist, lafit man einige Stunden lang unbewegt stehen, 
urn eine- drei-dimensionale. Vernetzuhg' des gesamten Ansatzes zu 
erreichen.. Man erhalt eine weifiliche, gallertar tige Masse, die 
in f euchtem Zustand noch verformbar ist.. Die gesamte, im ur- 
sprungiicheh Ansatz enthaltene Menge Wasser ist gebunden bzw. 
in das TNetzwerk eingebaut; weder lafit sich aus einem geeignet 
vernetzten Produkt freies Wasser abgiefien, noch kann durch blofi 
Ariwendung von Unterdruck eine nennenswerte, auf Abdampfung von 
Wasser hindeu te nde Gewichtsverminderung erzielt werden. 

Nach- einem wesentlicheri Ges ich t spunk t der vorliegenden Erfin- 
dung ist es erf.or.derlich.,_ diese gallertartige Masse zu ver- 
dichten.. Die Verdichtqng bewirkt eine Volumenverkleinerung 
durch wenigstens teilweise, vorzugsweise weitgehende Entfernunc 



« (, tat «* 

. ».«»».*•* » • » * » » . '.- 
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im LabormaBstab hat sich eine zweistufige Verdichtung. al* . 
zweckmafiig erwiesen. In der ersten Stufe wurde der ge.amte, . 
vorzugsweise wurf elf ormige Ansatz in eine angepaBte Form mit 
wurfelformigem F.ormhohlraum gegeben, und mit einem saugfahigen 
Stempel auf eine Wiirfelflache mechanischer Uruck ausyeubt, um 
Wasser herauszupressen. Daraufhin wurde" der Ansatz gewendet 
und nacheinander auf jede Wurfelflache .mechanischer Oracle. aus- 
geubt. Als saugfahiger Stempel kann beispielsweise eine f rische - 
Platte aus g^branntem Ton dienen. Auf diese Weise wird eine 
isostatische Verdichtung bewirkt. Auch andere VerdichtungsmaB- 
nahmen und -vorr ichtungen sind moglich. Beispielsweise. kann 
rnit einer isostatischen Presse gearbeitet warden, die den Aus- 
tritt von Losungsmittel zulaBt, jedoch das vernetzte Protein 
im wesentlichen zuriickhalt. 

Der teilverdichtete Ansatz wurde daraufhin in Stucke passender 
Gr6Ge unterteilt, die nach der vollstandigen Verdichtung die 
Abmessungen des gewunschten Implantatea batten. Diese Stucke 
werden einzeln in eine geeignete Form eingelegt. Die Form wurde 
in ein PreBwerkzeug eingesetzt. Unter Zwischenlage eines Kunst- 
stoffsiebes, um den Austritt von Fliissigkeit zu gewahrleisten, 
wurde mittels eines • hebelbetatigten Stempels einachsig. wexter- 
verdichtet. Der mittels Korperkraf t auf gebrachte' PreBdruck 
betrug etwa 10 bis 30 bar. Alternativ konnte auch diese zweite 
verdichtungsstuf e mittels einer isostatisch arbeifenden Presse 
oder dgl. durchgefiihrt werden. 

Samtliche verdichtungsmaBnahmen werden bei Raumtemperatur 
unter Normalbedingungen durchgef uhrt. Vorzugsweise wird die 
Verdichtung bei Raumtemperatur, jedenfalls bei Temperaturen : 
unter 35°C durchgef Uhrt, um Schadigungen des. Plasmaproteins 
zu vermeiden. Auch wird die Verdichtung vorzugsweise nicht 
- plotzlich durchgef uhrt, sondern- allmahlich -entsprechend dem 
Fliissigkeitsanfall, um die Netzstruktur der Prbteinmatrix 
nicht z'u zerstoren. • . 
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.Zur Durchfuhrung der erf indungsgemafien Verdichtung wird auf 
die gallertartige Masse mechanischer Druqk ausgeiibt,. ura deron 
Volumen zu verrinqern und urn Lfisungsmittel herauszupressen. 
Die Druckausubung kann in verschiedenen Vorr ichtungen erfol- 
gen, beispielsweise mit einem schnibenf ormigen Stempel in 
einer zyli ndrischen Form oder in einer isostatischen Presse. 
Das Stempel- und/oder das . Wandmater ial ist vorzugsweise ein 
Mikro-poroses Material mit so geringer. Porenweite, dafl lediq- 
lich die'kleinnn Losungsmittel-Molekule hindurchdr ingen konnen. 
Im Labormaftstab ist beispielsweise ein Stempel aus einer poro- 
sen Tonplatte verwendet worden. 

Die Verdichtung wird solange fortgesetzt, bis eine ganz we- 
sentliche Volumenverkleinerung erreicht ist.. Ziel der Verdich- 
tung ist, unter entsprechender Volumenverringerung das Wasser 
veitgehend "ollstandig aus der vernetzten Proteinmatr ix heraus- 
zupressen. Selbst'bei Ansatzen mit hoher Proteinkonzentration 
soli das Volumen der nach der Vernetzung erhaltenen, galLert- 
artigen Masse auf wenigstens die Half te verr inger t werden, urn 
ein Knochpnersatzmateria.l mit ausreichender mechanischer Bear- 
fbeitbarkeit und Festigkeit zu erhalten. Vorzugsweise wird die. * 
'netzte Masse bj.s riul wenigstens 1/3 ihres Ausgangsvolum^ns v-r- 
dichtet. Bei Prot einkonzentrationen von etwa 15 bis 30 g PJ asm; 
proteLn im flussLgpn Ansatz hat sich erne Verdichtung gut b«- 
wahrt, die das Volumen der vernetzten gallertar tigen Masse 
auf etwa 1/2 bis 1/5 des Ausgangsvolumens verringert. Ein 
solches Ausmafi an Verdichtung wird vorzugsweise angewandt. 
Be i starker verdiinnten Ausgangslosungen wird die Verdichtung 
solange fortgesetzt, bis eine noch. weitgehendere Volumenverklei 
' nerung erreicht 1st; beispielsweise kann hier das Volumen der 
vernetzten Masse bis auf 1/10 und weniger des Ausgangsvolum-ns 
verringert werden. Eine solche Verdichtung kann unter ublichen 
-.Laborbedingungen im Verlauf von etwa 3 bis 4 h unter einem 
Druck von etwa 10 bis 30 bar erreicht werden. 
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Eine besonders hohe Verdichtung wird dann vorgesehen, wenn 
besonders harte- Knochenersatzstucke mit/langer Verweilzeit 
im lebenden Organismus gewijnscht werden.-.- ; 



Der nach der Verdichtung erhaltene Formkorper 1st .in physio-.. 
logischem Milieu unloslich. Beim erneuten Einbringen in 
Wasser quillt er nur geringfugig; die .Volume nzunahme betragt 
weniger als3 ?» . -. 

Nachdem die vernetzte, gallertar tige Masse im gewunschten 
AusmaG verdichtet worden 1st, wird das verdichtete Produkt 
gefriergetrocknet, um auch Restanteile an Losungsmittel zu 
entfernen. Die Gef riertrocknung .kann ant. r ublichen Bedingungen 
erfolgen. • 

Nachdem der Formkorper im Anschlufi an die Gef riertrocknung 
w ieder au£ Raumtemperatur gebracht worden 1st, kann er mecha- 
nisch bearbeitet werden, beispielsweise gesagt, geschmtten, 
gefrast, gefeilt und/oder gebohrt werden, um eine Feinanpas- 
su-ng an einen bestimmten Knochendef ekt durchzuf Uhren , oder um 
ein bestimmtes KnochenstUck nachzubilden. -Beispielsweise ist 
eine Millimeter-genaue Hachbildung eines Teilstuckes einer 
Kieferkrone erzeugt worden. 

"AnschlieBend kann der Formkorper sterilisiert werden; beispiels- 
weise kann uber Nacht eine Gasster ilisierung erfolgen. Daraufhin 
kann der Formkorper am folgenden Tag dem Patienten implantiert 
werden. Alternativ kann der Formkorper bereits in einer geschlos- 
senen Verpackung sterilisiert und daraufhin gelagert werden. 
Bei 4 Q C 1st der steril verpackte Formkorper praktisch beliebig 
lange lagerbar. ' • 

Vorzugsweise wird. der erhaltene, feftte, mechanisch bearbeit- 
bare, im wesentlichen aus Eiweifl bestehende Formkorper noch 

Is Knochenersatz- COPY 
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material angepaflt. So ist es zweckmafiig, die Proteinmatr ix 
vor einem proteoly tischen Abbau zu schutzen. Hierzu ist die 
Anwesenheit von einem oder mehreren Fibrinolyse-Inhibitor (en) 
zweckmafiig. Als beispielhaf te Fibrinolyse-Inhibi toren kommen 
Plasminogen-AktivaW -Inhibitor,' ein ode'r 'mehrere Antiplasminev 
wie etwa c^-j-Antiplasmin, 0C 2 - Makro 9l° bulin oder Aprotinin, 
■sowie • (C-Aminocapronsaure und/oder Trypsin-Inbibi tor in Be- 
tracht.. Vorzugsweise wird sowohl Aprotenin wie Antiplasrnin 
eingesetzt, weil diese Kombination physiolog ischer Inhibitoren 
eine universelle Wirksamkeit gegenuber alien korpereigenen 
Proteasen a.usiibt. Auf l"g Plasmaprotein konnen beispielsweise 
20 000 bis 1 000 000 Einheiten (sog. KIE ,- namlich Kalikrein- 
Inaktivator-Einheiten). Aprotinin und/oder 500 bis 2000 Einheiten 
A.ntiplasmine vorgesehen werden. Gut bewahrt hat sich beispiels- 
weise der von der Bayer AG, Leverkusen, unter der HandelSbe- 
zeichnung "Trasylol" vertrieberte, naturliche Fibrinolyse- 
Inhibitor. Der oder die Fibrinolyse-Inhibitor (en) werden vor- 
zugsweise bereits dem Ansatz aus Plasmaprotein, Calciumphosphat- 
Partikeln und Losungsmittel zugesetzt, um eine einhei t lie he ' 
Verteilung innerhalb des fertigen Formkorpers zu gewahrleisten , 
Bei der v'ernetzungsreaktion wird der Fibrinolyse-Inhibitor 
zusatzlich am Matrix-Material verankert. 

Ttotz seiner verg leichsweise hohen Dichte von wenigstens 0 r 6 g/c 

■ • 3 
vorzugsweise von wenigstens 0 ,8 g/crn. soil das er £ indungsge- 

mafle Knochener satzmater ial die Gef afineubildung unterstu tzen 
und die Gewebezelleneinsprossung fordern. Zu diesem- Zweok ist 
die Anwesenheit von Wachstumsfak toren wunschenswer t , die wenig- 
stens in der Randzone des Knochenersatzmater ials verteilt sind. 
Ais solche Wachstumsfak tor en kommen beispielsweise. Thrombin, 
Thrombozytenextrak t, Angionese-Faktor , Endothelzellen-Wachs turns f 
oder Thrombozyten-Wachstumsf aktor und dgl. in Betracht. 

Geeignetes Thrombin soli unter bekannten, standardisier ten 
Bedingungen wenigstens eine biologische Aktivitat von 10 000 Ei: 
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heiten (sog. NIH-Einheiten gemafi den Standard des National 
institute of Health der USA) pro 1 mg Thrombin aufweisen. Geexg- 
^ete Praparate sind handelsublich zuganglich, beispielsweise 
kann geeignetes Thrombin in mikrokr l.tallU* Form mit einer bio- 
j.ng^ch.n Aktivitat von wenigstens 3 000. Nltt-Einheiten/mg Praparat 
{daS neben Thrombin bekannte stabilisierungsmittel und Tragerma- 
terialien enthalt) unter der Handelsbezeichming "Topostasxn" 
von Hoffmann La Roche," Grenzach, Baden, bezogen werden.. 
Angionese-Faktor ist ein Protein, das beispielsweise von Tumor- .-. 
zellen gebildet wird und den Anschlufi des.Gewebes an dxe Kapxl- 
laren der Blutversorgung gewahr leistet. Zur Herstellung kann bei- 
spielsweise tierisches Gewebe, vorzugsweise aus der Lunge oder 
Nil. homogenisiert, und eine- mechanische Zell-Lyse (beispiels- 
weise" durch wiederholtes Einf rieren und Auf tauen) durchgef uhrt 
werden. Der unlosliche Anteil wird hochtourig abzentr if ugiert , 
und daraufhin der fliissige Uberstand abgetrenht und Ubec eine 
Sepharose 4 B-Saule f raktioniert. Die mittlere. Fraktion enthalt 
den gewunschten Angionese-Faktor. Die Wirksamkeit kann im Tier- 
versuch gepruft werden, beispielsweise an Kanxnchen durch. Implan- 
tieren von Gewebestiickchen in die Augenhohle. 

zur Gewinnung von Endothelzellen-Wachstumsf aktor. werden Endo- 
th elzellen aus Habelschnux isoliert, gezuchtet ve^ehrt und 
liert. Das zellmaterial wird homogenisiert, und der flussige Uber- 
stand saulenchromatisch auf gearbeitet. Die Wirksamkeit einzelner 
Fraktionen wird anhand der. Beeinf lussung .■ des zellularen Wachs-. - 
turns von Fibroplasten getestet.. 

Der oder die Wachstumsf aktor (en) sollen vorzugsweise in der ^ . 
Randzone des Knochenersatzmater ials vorhanden sein, urn die Ein- 
sprossung von Gewebezellen und GefaAen zu fordern. Eine solche 
verteilung IHBt sich durch Dialyse des vernetzten Materials ge- 
gen eine Losung des Wachstumsf ak tors erreichen. .Beispielsweise 
kann die nach der Vernetzung erhaltene gallertartige Masse uber 
Nacht bei 4°c in einer wassrigen Thrombin-Losung gehalten werden. 
AnschlieBend wird die vernetzte, mit wachstumsf aktor angexexcher te 
Masse- verdichtet. 
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Weiterhin ist es moglich, in das Knochenersatzmater ial einen. 
oder mehrere antibakterielle Wirkstoffe einzuarbeiten. In 
- diese r Hinsicht habeh sich Gentamycinsulf at , Penicillin, Tetra 
cyclin und/oder Streptomycin gut bewahrt. Zu weiteren, wahl- 
weis.e vorgesehenen Zusatzen gehoren Neomycin und Kanamycin. 
Diese Wirkstoffe werden yorzugsweise bereits dem anfanglichen 
Ansatz zugesetzt, urn eine homogene Verteilung zu erreichen. 

Weiterhin kann das Knochenersatzmater ial Glykosaminglykane 
enthalten. Die Glykosaminglykane biiden bekanntlich den 
Hauptbestandteil . der Stu.tz- und Bindegewebe und stellen 
hochmolekulare, in Losung visk.ose Verbindungen dar, die 
hauptsachlich aus Glukuronsaure und Acetylgalactosamin oder 
Acetylglykosamin bestehen. Beispielhaf te Vertreter sind. . 
Hyaluronsaure und Chondroitinsulf at A, B, C. Zur Isolierung 
der Chondroitinsulf atproteine kann man Knorpel mit CaCal 2 - 
oder NaOH-Losung ext-rahieren, und aus dem Extrakt die eiweiB- 
artigen Begleitstof f e mit Chlorof orm/Amylalkohol ausfullen. 
Hyaluronsaure kann beispielsweise aus menschlicher Nabelschnur 
gewonnen. werden. Geeignete Praparate sind im Feinchemikalien- 
.Handel, zuganglich, beispielsweise iiber die Firma FLUKA Fein- 
chemikalien GmbH, Neu-Ulm. Die Anwesenheit solcher Glykosamin- 
glykane e.rhoht die Elastizitat r die Zahigkeit und die Bruch- 
festigkeit dess fertigen Knochenersatzmaterials noch weiter. 
Beispielsweise kann in den Ansatz aus Plasmapro.tein , Calcium- 
phosphat-Partikel und Wasser ein oder mehrere Glykosaminglykan 
eing"eruhrt werden. Der' Anteil an Glykosaminglykanen kann bis. z 
etwa. 10 Gew.-% des Plasmaproteingehaltes ausmachen. 

Schliefiiich kann es im Einzelfall zweckmaflig sein, in das 
Knochenersatzmater ial homologes Knochenmater ial , beispiels- 
we ise- autologe Spongiosa Oder lyophilisierte. und pulverisierte 
Knochenstuckchen einzuarbeiten. 

Die nachf olgenden Beispiele dienen zur weiteren Erlauterung 
der Erfindung, ohne diese einzuschranken . 
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Beispiel 1: 



Die Ausgangsmaterialien, namlich 



5 g 
2,5 g 

100 000 KI-Einh. 
2 000 KI-Einh. 



mikrokristallines Fibrinogen, 
Hydroxyapatit mit einer mittleren 
TeilchengroBe von 5 jim , 
Aprotenin, 
Antiplasmine, und-. 



200 000 Einheiten Gentamycin' 



warden trocken miteinander vermischt. Das erhaltene Pulver- 
gemisch wurde mit entsalzterrt Wasser auf e-in Gesamtvolumen 
von 20 ml gebracht und der Ansatz geruhrt. Nach einer Ruhr- . 
dauer von ca. 1 h bei Zimmertemperatur erhalt man eine triibe 
Suspension. 

Diese Suspension wird in eine stabile Kunststof fwanne mit 
quadratischer Grundflache geschuttet und mit 2 ml einer 1- 
%-igen Diazomethan-Losung vers'etzt. Man ruhrt weitere 10 min 
bei Zimmertemperatur und halt den Ansatz daraufhin unbewegt, 
Hierbei wird die Suspension allmahlich fest- Nach ca. 3 bis 
4 h ist die Vernetzungsreaktion abgeschlossen und man erhalt 
eine weifiliche, gallertartige Masse. Die gesamte, urspriinglich 
vorhandene Wassermenge ist innerhalb des Netzwerks gebunden. 
Diese gallertartige r bereits weitgehend f ormbestandige Masse 
wird uber Nacht gegen eine wassrige Thrombin-rLosung dialysiert 
um Wachstumsf aktor in den Randbereich einzubringen. Hierzu 
lost man ca. 9 000 NIH-Einheiten "Topostasiri" in 20 ml Wasser, 
fullt in ein geeignetes Gefafl, und hangt die wiirf elf ormige , 
vernetzte Masse so in dieses Gefafl, dafl samtliche Flachen 
mit Losung bedeck t sind.' Aus einer Ruckrechnung des nach der 
Di-alysebehandlung noch in der Losung vorhandenen Thrombins 
wurde ermittelt, dafl ca. 20 bis 30:% des Thrombins in dem 
Randbereich der vernetzten Masse veranker.t worden sind. 
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Nach der Anreicherung mit Wachstumsf ak tor wurde die vernetzte, 
gallertartige Masse verdichtet. Hierzu wurde die Masse erneut 
in die Kunststoffwanne eingelegt, und mit einem frischen Ton- 
tafelchen auf die f reiliegende Oberflache mechanischer pruck 
ausgeubt und die Masse unter. Wasseraustritt kompr imiert. Die 
Masse wurde gewendet, und nacheinander Druck auf jede Wiirfel- 
flache ausgeubt. Die Tontafelchen wurden gegen frische Tafel- 
chen ausgetauscht, nachdem sie sich voll Wasser ■ cjesogen hatten. 

Nach ca. 3 h war diese erste Stufe der Verdichtung beendet- 
Der an sich nun schon weitgehend trockene, teilverdichtete 
Wiirfel wurde in 6,. annShernd gleich grofie Quader zersehnitten. 
Jeder Quader wurde einzeln in eine Form mit angepafitem Form- 
hohlraum gelegt, die eine freie Hauptflache mit einem Kunst- 
stoffsieb bedeckt,.und ein angepafjter Stempel aufgelegt. Diese 
Einheit. wurde dara-ufhin- in eine hebe.lbetatigte Presse einge- 
legt und unter manueller Kraf teinwirkung weiter verdichtet, 
bis praktisch ke.ine weitere Hebelbewegung mehr moglich war. 

Die fertig verdichteten Formkorper wurden aus der Form heraus- 
genommen und unter ublichen Bedingungen gef riergetrocknet. Die 
danach erhalterien Formkorper waren feat und hatten ein leiqtit 
gelbliches knochenahnliches Aussehen. An diesen Prpben wurden 
die nachstehenden Eigenschaf ten bestimmt. 

Dichte: 



Die- Bestimmung der Dichte entsprechend Verfahren A nach 
DIN 53 479 ergab einen Wert von ca. 1,1 g/cm , 



Harte: 



Die Bestimmung der Shore-D-Harte nach DIN 53 505 ergab 
einen Wert von ca. 80. • 
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Biegeversuch: 

Der . Biegeversuch wurde in Anlehnung an DIN 53 452 unter- 
3-Punkt-Belastung durchgef iihrt . 

Probenabmessungen: Lange 38,2 nun, Breite 7,55 mm, 

Dicke 4,0 mm " - 
Auf lagerabstand: " 30 im ■ 

Belastungsgeschwin- 

digkeit: 3 mm/min , . 

2 

Hierbei wurde eine Biegebruchf estigkeit von ca. 34 N/mm ,- 

eine Biegebruchdehnung von ca. 1,6 % und ein Biege-E-Modul 

2 

von ca. 2 000 N/mm ermittelt. 
Druckversuch: 

Der Druckversuch wurde in Anlehnung an DIN 53 454 an zwei 

kleineren Abschnitten mit ca. 7 mm Lange durchgef uhr t . Die 

Belastungsgeschwindigkeit betrug 0,1 mm/min. Die ermittelten 

Mefiergebnisse lassen auf eine Druckf estigkeit von ca. 10 bis 
2 

15 N/mm , auf eine Stauchung bei Bruch von ca. 3 S und auf 

2 

einen Druck-E-Modul von ca. 320 bis 460 N/mm schlieBen. 
Beispiel 2: 

Im wesentlichen wurde das Verfahren nach Beispiel 1 wieder.- 
holt. Abweichend wurde aus der nach der ersten Verdichtungs- 
stufe erhaltenen teilverdichteten Masse, ein Stuck herausge- 
schnitten, das nach der abschlieftenden Verdichtung in einer 
angepafiten Form angenahert die Abmessungen eines Kief erkronen- 
Teilstuckes hatte. Nach der Gef riertrocknung . wurde dieses 
Teilstiick mechanisch nachg'earbeitet (geschnitzt und gefeilt) 
und moglichst genau an den Kief er w Kronendef ekt des Patienten 
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angepaBt. Das feinbearbeitete Kief erkronen-Teilstuck wurde, . 
sterilisiert und daraufhin dem Patienten implantxert .. Das 
Knochenersatzmaterial wurde ohne AbstoBungs- ode-r Entzundungs- 
riafeon^rvom Organxsmus auf genommen. Die Resorptionsrate. xst^ 
^^^^l^^n^ili^om Auimafl der VeMfthtUn^ 



Be i spiel 3: _ 

im wesentlichen wurde das Verfahren nach Beispiel 1 wieder- 
holt. Abweichend wurde Fibrinogen durch die glelche Henge 
Albumin ersetzt. Die vernetzungsreaktion verlauft genauso glatt, 
wie die Vernetzung von Fibrinogen. Die Farbe des Per tigproduk- 
tes ist etwas gelblicher. Das fertige Knochenersatzmater xal 
ist etwasbrockeliger und kann beispieisweise fur Kief erhohlen- 
.Plastiken verwendet werden, weil die PaBform leichter durch. em- 
faches Abbrechen erreicht werden kann. 

Beispiel 4: ■ 

IM wesentlichen wurde das' Verfahren nach Beispiel 1 wieder- 
holt. Abweichend wurde- ein Gemisch von Plasmaproteinen ver- 
wendet, namlich Trockenplasma mit vorwiegend Albumin, Glubolxn 
und' Fibrinogen. Das fertige Knochenersatzmater ial ist nicht so 
■ mechanise* stabil, wie das nach Beispiel 1 erhaltene Materxal. 

• Beispiel: 5: 

■in wesentlichen .wurde das Verfahren nach Beispiel 1 wieder- 
hoit. Abweichend wurde dem Absatz zusatzlich 300 mg Chrondroxtx 
sulfat (Na-Salz), bezogen von FLUKA Fe.inchemikalien GmbH, 
Neu-Ulm, zugesetzt. Die Ergebnisse des Biegever suches lassen 
auf etwas hohere.' Werte schlieBen. 
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TRANSLATION 
OF THE RELEVANT TEXT PASSAGES 
FROM CITATION D10 
(GERMAN LAYING-OPEN SPECIFICATION 35 17 456 A1) 



Example 1 

The starting materials, namely 

5 gms of microcrystalline fibrinogen , 
2.5 gms of hydroxy apatite of a mean particle size of 5 pm, 
100,000 Kl units of aprotenin, 

2,000 Kl units of antiplasmins, and 
200,000 Kl units of gentamicin, 

were dry-mixed with one another. The obtained pulverulent mixture was, by means 
of desalted water, brought to a total volume of 20 mL and the formulation was 
agitated. After agitation has been effected for ca. 1 hour at room temperature, 
a turbid suspension is obtained. 

That suspension is filled into a stable trough of plastic material and of a square 
base and mixed with 2 mL of a 1 % diazomethane solution. Agitation is 
continued for another 10 min at room temperature and, further to all this, the 
formulation is kept calm. The suspension, herewith, gradually becomes a solid 
one. After ca. 3 to 4 hours, the cross-linking reaction is terminated and a whitish, 
jelly-like mass is obtained. The entire, originally present amount of water is bound 
within the network. That jelly-like, already largely dimensionally stable mass is 
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dialysed with regard to an aqueous thrombin solution overnight in order to intro- 
duce an accretion factor into the border zone. For this purpose, ca. 9,000 NIH 
units of "topostasin" are dissolved in 20 ml_ of water, filled into an appropriate 
vessel, and the cubic, cross-linked mass is suspended into said vessel in such a 
way that all surfaces will be covered with solution. From a back calculation of the 

thromb i n st il l present i n the solutio n after d i a l ys i s treatment , it w a s determined 

that from ca. 20 to 30 % of the thrombin have been anchored in the border zone 
of the cross-linked mass. 

After an enrichment with the accretion factor, the cross-linked, jelly-like mass was 
compacted. For this purpose, the mass was placed anew into the trough of plastic 
material, mechanical pressure was exerted on the exposed surface by means of 
a fresh tablet of clay, and the mass was compressed with a leakage of water. The 
mass was turned over and pressure was successively exerted on each surface of 
the cube. The tablets of clay were exchanged for fresh ones after they became 
soaked with water. 

After ca. 3 hours, that first step of compacting was terminated. The partially com- 
pacted cube now already largely dry per se was cut into 6 cuboids of approximate- 
ly equal size. Each cuboid was individually put into a mould having an adapted 
mould cavity and covering a free main surface with a sieve of plastic material 
and an adapted die was placed thereupon. This unit was, further to all this, inserted 
into a lever-operated press and further compacted by exertion of manual force till 
the lever could practically not be moved any further. 

The finish-compacted, moulded bodies were withdrawn from the mould and freeze- 
-dried under common conditions. The subsequently obtained, moulded bodies 
were of solid nature and had a slightly yellowish, bone-like appearance. On these 
samples, the following qualities were determined. 



ff 



J 



-3- 



Density: 

Determination of the density according Process A as per DIN 53 479 yielded 
a value of ca. 1.1 g/cm 3 . 

'Hardness: 

Determination of Shore D hardness as per DIN 53 505 yielded a value of ca. 80. 
Bending test : 

The bending test was conducted, following DIN 53 452 with application of a load 
at 3 points. 

Sample dimensions: length 38.2 mm, width 7.55 mm, 

thickness 4.0 mm 
Support distance: 30 mm 
Speed of load 

application: 3 mm/min 

Herewith, a bending strength of ca. 34 N/mm 2 , a bending expansion of ca. 1.6 %, 
and a bending E elongation of ca. 2,000 N/mm 2 were detected. 

Compression test: 

The compression test was conducted, following DIN 53 454, on two smaller 
sections of ca. 7 mm length. The speed of load application amounted to 0.1 
mm/min. The detected measuring results suggest a compressive strength of 
from ca. 10 to 15 N/mm 2 , an upsetting, in case of rupture, of ca. 3 %, and 
a compression E module of from ca. 320 to 460 N/mm . 
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Example 2: 

r 

In essence, the Process according to Example 1 was repeated. In deviation 
therefrom, a piece was cut from the partially compacted mass obtained after the first 
compacting stage, which piece, after final compaction in an adapted mould, showed 
the approximat e d i m e nsions of a jaw crown fragm e nt. After having been freeze-dr i ed, 
that fragment was mechanically finished up (carved and filed) and adapted to the 
Patient's jaw crown defect as exactly as possible. The fine-machined jaw crown 
fragment was sterilised and then implanted in the Patient's jaw. The bone substitute 
material was accepted by the organism without rejection or inflammation reaction. 
According to that empirical knowledge, the resorption rate depends solely on the 
extent of compacting. 

Example 3: 

In essence, the Process according to Example 1 was repeated. In deviation 
therefrom, fibrinogen was replaced by an identical amount of albumin. The cross- 
-linking reaction proceeds without the slightest hitch just as in case of a cross-linking 
of fibrinogen. The colour of the finished product is somewhat more yellowish. The 
finished bone substitute material is somewhat crumblier and may be used e. g. for 
plastic maxillary sinus pieces because a snug fit can easier be attained by a simple 
break-off. 

Example 4: 

In essence, the Process according to Example 1 was repeated. In deviation 
therefrom, a mixture of plasma proteins was employed, namely dry plasma 
predominantly comprising albumin, globulin, and fibrinogen. The finished bone 
substitute material is not as mechanically stable as is the material obtained according 
to Example 1. 
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Example 5: 

In essence, the Process according to Example 1 was repeated. In deviation 
therefrom, 300 mgms of chondroitin sulphate (Na salt) bought from FLU KA 
Feinchemikalien GmbH, Neu-Ulm, were added to the Formulation. The results 
o f t he be n di n g test sugg e st som e what high e r valu e s. 

Patent Claims: 

1 . Bone substitute material 

substantially comprising a matrix of cross-linked plasma protein, in which 
matrix calcium phosphate particles are homogeneously distributed, 
characterised in that 

the material constitutes a solid, mechanically machinable, moulded body of a 
density of at least 0.6 gm/ 3 . 

2. Bone substitute material according to Claim 1 , 
characterised in that 

the material is of a thickness of at least 0.8 gm/cm 3 . 

3. Bone substitute material according to Claim 1 or 2, 
characterised in that 

the material is of a Shore D hardness of at least 40. 

4. Bone substitute material according to one of Claims 1 to 3, 
characterised in that 

the material is of a bending strength of at least 20, 
preferably of at least 25 N/mm 2 . 

5. Bone substitute material according to one of Claims 1 to 4, 
characterised in that, 



for one part by wt of plasma protein, 0.2 to 1 .2 parts by wt of calcium 
phosphate particles are present. 

6. Bone substitute material according to one of Claims 1 to 5, 
characterised in that 

— fibrinog e n, fibron e ctin, a l bumin, and/or globu l in s e rv e as a pl a sm a p r ote in. — 

7. Bone substitute material according to one of Claims 1 to 6, 
characterised in that 

fibrinogen serves as a plasma protein. 

8. Bone substitute material according to one of Claims 1 to 7, 
characterised in that 

the material additionally contains one or several fibrinolysis 
inhibitor(s). 

9. Bone substitute material according to one of Claims 1 to 8, 
characterised in that 

the material additionally contains one or several accretion factor(s). 

10. Bone substitute material according to one of Claims 1 to 9, 
characterised in that 

the material additionally contains one or several glycosamine glycan(s). 

1 1 . Process for preparing a bone substitute material, in which case plasma 
protein, calcium phosphate particles, and, possibly, selectively provided 
additives are homogeneously distributed in an aqueous or predominantly 
aqueous solvent; the resulting suspension is mixed with a cross-linking 
agent, a cross-linking reaction is performed, and the finally obtained material 
will be deep-frozen, freeze-dried, mechanically machined in case of need, 
sterilised and quite soon implanted or stored, 
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characterised in that 

the jelly-like mass obtained after cross-linking is compacted. 

12. Process according to Claim 11, 
characterised in that 

mechan i cal pressure is exe rt ed on the j ell y -like mass obta ined aft er — 

cross-linking in order to squeeze solvent therefrom and reduce the volume 
of the mass. 

13. Process according to Claim 11 or 12, 
characterised in that 

mechanical pressure is exerted on the jelly-like mass obtained after cross- 
-linking in order to squeeze solvent therefrom and reduce the volume to 
at least half the mass volume after cross-linking. 

14. Process according to one of Claims 1 1 to 13, 

in which case 15 to 30 parts by wt of plasma protein have been distributed 
in 100 parts by wt of solvent, 
characterised in that 

mechanical pressure is exerted on the jelly-like mass obtained after cross- 
-linking for so long till the volume of the cross-linked mass has - under leakage 
of liquid - been reduced to about 1/2 to 1/5 of the starting volume. 

15. Process according to one of Claims 1 1 to 14, 
characterised in that 

mechanical pressure is exerted on the jelly-like mass obtained after cross-linking 
for so long until - under usual conditions - no further liquid can be squeezed from 
the cross-linked mass anymore. 



16. Process according to one of Claims 12 to 15, 
characterised in that 
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a mechanical pressure of about 10 to 30 bars is exerted on the jelly-like mass 
obtained after cross-linking. 

17. Process according to one of Claims 1 1 to 16, 
characterised in that 

mechanica l pressure exertion is e f fected by means of a d ie of movabl e natur e — 

and of fine-pored material. 

18. Process according to one of Claims 1 1 to 17, 
characterised in that 

diazomethane is used as a cross-linking agent. 

19. Process according to one of Claims 11 to 18, 
characterised in that 

the jelly-like mass obtained after cross-linking reaction is dialysed with regard to 
an accretion factor solution and that, subsequently, compaction will be effected. 
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